混合谱系白血病（mixed lineage leukemia, MLL）基因又称为HRX（human trithor-ax），急性淋巴细胞白血病-1（acute lymphoblastic leukemia-1，ALL-1）基因，位于11号染色体长臂2区3带（11q23）。MLL基因重排是成人和儿童白血病中常见的染色体异常，尤其是婴儿白血病中发生率可高达70%[@b1]，已成为急性白血病中一种独特的亚型，WHO将其单独列为11q23/MLL白血病组。11q23/MLL可与多种染色体发生易位，与不同的对手基因形成不同的融合基因。多项研究表明，伴有MLL重排的急性白血病患者大多具有恶性程度高、缓解率低、化疗不敏感、预后不佳的特征。尽管如此，该类白血病仍具有一定的异质性。近来的分子生物学研究显示，部分11q23/MLL重排急性白血病同时伴有逆转录病毒结合位点1（ecotropic viral integration 1，EVI1）或BRE基因的异常表达，并且这些基因的异常表达与否可为该类疾病的预后评估和临床治疗提供更为准确的信息。我们回顾性分析了我院47例11q23/MLL重排急性白血病患者的EVI1和BRE基因的表达水平，并对EVI1基因和BRE基因表达的相关性及其临床意义进行了研究。

病例与方法 {#s1}
==========

1．病例：47例患者均为2005年7月至2014年8月来我院进行染色体核型分析并留有样本的初诊急性白血病患者，包括男22例，女25例，中位年龄44（12\~70）岁。诊断均参照FAB分型标准。47例患者按照两种方法进行分类，首先按照FAB分型分为ALL组、急性髓系白血病（AML）-M~4~/M~5~组和非单核系AML三组；另外再按照MLL对手基因进行分组，分为t（4;11）/MLL、t（6;11）/MLL、t（9;11）/MLL、t（11;19）/MLL和其他类型5组。以15名健康志愿者骨髓标本为正常对照。

2．细胞遗传学分析：采用骨髓细胞直接法和（或）24 h培养法，按常规制备染色体，正常核型者至少分析20个分裂象，异常核型者至少分析10个分裂象。核型异常依据《人类细胞遗传学国际命名体制（ISCN 2013）》[@b2]的规定进行描述。

3．免疫表型分析：应用流式细胞仪（美国Beckman Coulter公司FC500-MCL型）和一组荧光标记的单克隆抗体检测白血病细胞的表面抗原。判断标准为胞质抗原≥10%为阳性，细胞膜表面抗原≥20%为阳性。

4．双色间期FISH检测MLL重排：MLL双色断裂点分离探针购自美国Vysis公司，−20 °C保存备用，参照说明书进行操作。应用Olympus BX60荧光显微镜，在DAPI/FITC/Texas Red三色滤光片的激发下观察细胞荧光杂交信号，伴有MLL重排阳性的细胞显示为一红一绿和一黄色荧光信号，正常细胞显示两黄色荧光信号。每例至少分析300个间期细胞（不计重叠细胞），计算阳性细胞的百分率。

5．EVI1及BRE基因表达检测：TRIzol试剂盒和TaqMan®探针均为美国Invitrogen公司产品，按说明书进行操作，提取细胞RNA进行逆转录，在ABI 7500型荧光定量PCR仪上进行基因表达水平检测。以PBGD基因作为内参照[@b3]，如果PBGD基因的表达水平低于10^3^,则视为RNA质量不合格予以剔除。待测基因表达水平以2^−ΔCT^计算，ΔCT为待测基因的CT均数减去内参基因的CT均数[@b4]--[@b5]。PBGD、EVI1及BRE基因的扩增引物[@b6]序列见[表1](#t01){ref-type="table"}。

###### 基因扩增引物序列

  引物     序列（5′→3′）
  -------- ---------------------------------------------
  PBGD     F：GATACGAAGGGATGTACCA
           R：CTCGGCCAGGGTGTTGAA
           P：FAM-TGCTTCTGATGGCAAGCTCTACGTCTCCTTAMRA
  EVI1     F：ACCCACTCCTTTCTTTATGGACC
           R：TGATCAGGCAGTTGGAATTGTG
           P：FAM-TGAGGCCTTCTCCAGGATTCTTGTTTCACTAMRA
  BRE^a^   BRE基因引物和探针使用成品荧光探针引物预混液

注：F：正向引物；R：反向引物；P：探针；^a^引物序列参照文献[@b6]购买

6．治疗：所有患者均接受正规化疗，其中12例患者于化疗后缓解状态行异基因造血干细胞移植（allo-HSCT）治疗。

7．随访：47例患者治疗后3个月左右随访1次，包括电话及来院复查随访，末次随访时间为2015年2月15日。

8．统计学处理：应用SPSS 17.0软件进行统计分析。Kaplan-Meier方法进行总体生存分析及生存曲线的绘制，Pearson检验用于检验两种基因表达间的关联性，Cox比例风险模型用于多因素预后分析。*P*\<0.05为差异有统计学意义。

结果 {#s2}
====

1．染色体核型分析：47例急性白血病患者均涉及11q23易位，按MLL对手基因分类，t（4;11）/AF4 9例，t（6;11）/AF6 17例，t（9;11）/AF9 11例，t（11;19）/ELL 5例，其他类型组包括：t（10;11）/AF10 2例，t（11;17）/AF17、t（1;11）/AF1p及t（3;11）各1例。本组病例ALL 8例，M~4~/M~5~亚型28例，非单核系AML 11例，具有明显单核系倾向。各种类型易位在急性白血病FAB亚型中的分布情况见[表2](#t02){ref-type="table"}。

###### MLL重排类型在急性白血病FAB亚型中的分布情况\[例（%）\]

  组别                 例数   t（4;11）/AF4   t（6;11）/AF6   t（9;11）/AF9   t（11;19）/ELL   其他类型
  -------------------- ------ --------------- --------------- --------------- ---------------- -----------
  ALL                  8      7（87.5）       1（12.5）       0               0                0
  M~4~/M~5~            28     1（3.5）        11（39.3）      8（28.6）       4（14.3）        4（14.3）
  AML（除M~4~/M~5~）   11     1（9.1）        5（45.4）       3（27.3）       1（9.1）         1（9.1）
                                                                                               
  合计                 47     9（19.1）       17（36.2）      11（23.4）      5（10.6）        5（10.6）

注：ALL：急性淋巴细胞白血病；AML：急性髓系白血病

2．免疫表型分析：37例进行免疫表型检测的患者中，5例表达B淋系抗原CD19、CD79a或CD10，1例表达T淋系抗原CD7，余表达髓系或髓单核系抗原CD33、CD13、CD14和CD15，其中16例同时表达CD34。

3．双色间期FISH检测MLL重排：15名正常对照者的MLL基因重排阳性细胞率为（0.54±0.51）%，取大于*x*+3*s*为阳性界值，即\>2.07%定义为阳性。结果显示，47例患者均为MLL重排阳性。[图1](#figure1){ref-type="fig"}为1例患者的FISH结果。

![患者骨髓细胞的中期及间期FISH结果\
一红一绿一黄色荧光信号为MLL基因重排阳性细胞（箭头所示）](cjh-38-01-022-g001){#figure1}

4．EVI1基因的表达水平分析：15名正常对照者EVI1基因中位表达水平为0.94（0.13\~1.27），将EVI1基因表达水平\>8定义为高表达[@b4]。EVI1基因表达在各组间的具体情况见[表3](#t03){ref-type="table"}。EVI1基因高表达患者为18例（38.3%），在不同MLL对手基因组中，EVI1基因高表达发生率从高到低依次为t（6;11）组（10/17，58.8%）、t（9;11）组（5/11，45.4%）、t（11;19）组（1/5，20.0%）、其他组（1/6，16.7%）、t（4;11）组（1/9，11.1%）。其中以t（6;11）核型和M~4~/M~5~亚型最多见。ALL、AML-M~4~/M~5~、非单核系AML组EVI1基因表达水平分别与正常对照组比较，差异无统计学意义（*P*值均\>0.05）。如将AML-M~4~/M~5~和非单核系AML归为髓系AML组，则髓系组与正常对照组的EVI1基因表达水平比较差异有统计学意义（*P*=0.012）；EVI1基因表达水平在MLL不同对手基因组间的差异明显，t（6;11）组、t（9;11）组EVI1表达水平均显著高于正常对照组，且差异有统计学意义（*P*值分别为0.038和0.022）；t（4;11）组、t（11;19）组及其他类型组与正常对照组相比差异无统计学意义。另外，按照以上两种方法分类后，各组间EVI1基因表达量比较差异均无统计学意义。

###### 47例MLL重排急性白血病患者EVI1及BRE基因表达

  因素          组别             例数   EVI1    BRE                  
  ------------- ---------------- ------ ------- ------------ ------- -----------
  年龄          ≥45岁            24     0.20    9（37.5）    31.46   7（29.2）
                \<45岁           23     8.10    9（39.1）    31.36   8（34.8）
  性别          男               22     0.30    6（27.3）    34.20   9（40.9）
                女               25     0.44    12（48.0）   30.26   6（24.0）
  FAB分型       ALL              8      0.09    1（12.5）    32.99   3（37.5）
                M~4~/M~5~        28     2.75    12（42.9）   31.57   9（32.1）
                非单核系AML      11     0.11    5（45.5）    30.40   3（27.3）
  MLL对手基因   t（4;11）/AF4    9      0.05    1（11.1）    31.55   5（55.6）
                t（6;11）/AF6    17     24.54   10（58.8）   19.49   1（5.9）
                t（9;11）/AF9    11     8.10    5（45.5）    39.53   6（54.5）
                t（11;19）/ELL   5      0.22    1（20.0）    25.99   2（40.0）
                其他             5      0.04    1（20.0）    30.85   1（20.0）

注：ALL：急性淋巴细胞白血病；AML：急性髓系白血病

5．BRE基因表达水平分析：正常对照组中BRE基因中位表达水平为9.97（6.03\~15.34），将BRE基因表达水平\>32定义为高表达[@b5]。BRE基因表达在各组间的具体情况见[表3](#t03){ref-type="table"}。BRE基因高表达患者为15例（31.9%）。在不同MLL对手基因组中，BRE基因高表达发生率从高到低依次为t（4;11）组（5/9，55.56%）、t（9;11）组（6/11，54.55%）、t（11;19）组（2/5，40.0%）、其他组（1/6，16.67%）、t（6;11）组（1/17，5.88%）。AML中以t（9;11）核型和M~4~/M~5~亚型最多见，8例ALL患者中有3例BRE基因高表达，均为t（4;11）异常核型。BRE基因表达水平在MLL重排急性白血病FAB各分型组间差异无统计学意义。t（4;11）、t（6;11）、t（9;11）和t（11;19）组分别与正常对照组相比，BRE表达水平均增高，且差异有统计学意义（*P*值分别为\<0.001、0.005、0.009、0.001）。另外，t（4;11）组与（6;11）组相比，BRE基因表达水平明显升高（*P*=0.004）。t（6;11）组与t（9;11）组相比，后者BRE基因表达水平高于前者，差异有统计学意义（*P*=0.012）。

6．EVI1及BRE基因表达对预后影响的多因素分析：对可能影响预后的参数包括年龄、性别、WBC、HGB、PLT、是否移植、EVI1基因和BRE基因的表达水平纳入Cox比例风险模型进行预后多因素分析，其中仅是否移植和EVI1基因的表达为影响总生存的独立因素（*P*值分别为0.000、0.002）（[表4](#t04){ref-type="table"}）。另外，在总体患者及不同MLL对手基因组间，EVI1和BRE基因表达水平未发现有相关性（*r*=−0.127，*P*=0.395）。

###### 47例MLL重排急性白血病患者影响总生存的多因素分析

  因素              *HR*    95% *CI*        *P*值
  ----------------- ------- --------------- -------
  年龄≥45岁         2.641   0.934\~7.466    0.067
  男性              0.578   0.268\~1.243    0.161
  WBC≥50×10^9^/L    1.368   0.496\~3.776    0.545
  HGB≥100 g/L       2.160   0.846\~5.516    0.107
  PLT≥100×10^9^/L   0.555   0.914\~2.876    0.505
  移植              0.050   0.013\~0.191    0.000
  EVI1基因高表达    4.646   1.793\~12.039   0.002
  BRE基因高表达     0.509   0.206\~1.258    0.144

7．生存期分析：47例患者中35例患者因各种原因死亡，12例存活。总体中位生存期为10.0（0.8\~31.0）个月。根据EVI1表达情况将患者分为高表达组18例，低表达组29例，两组中位生存期分别为7.0和13.0个月，差异有统计学意义（*P*=0.049）（[图2](#figure2){ref-type="fig"}）。t（6;11）组中EVI1高表达者（10例）和低表达者（7例）中位生存期分别为8.75和13.0个月，两组比较差异无统计学意义（*P*\>0.05）；t（9;11）组中EVI1基因高表达（5例）和低表达组（6例）中位生存期分别为4.5和11.0个月。其他组因例数少，未进行统计学分析。根据BRE表达情况，将患者分为高表达组15例，低表达组32例，两组中位生存期分别为13.0和10.75个月，差异无统计意义（*P*\>0.05）。t（9;11）组中BRE高表达（6例）和低表达组（5例）中位生存期分别为11.0和4.5个月。而17例伴t（6;11）核型患者中仅1例为BRE基因高表达。根据EVI1和BRE两者的表达情况，将患者分成BRE高表达而EVI1低表达组（15例），BRE低表达而EVI1高表达组（18例）和BRE及EVI1均低表达组（14例），三组中位生存期分别为13.0、8.25和12.25个月，三组之间比较差异无统计学意义（*P*\>0.05）。将t（6;11）异常患者同上分成三组，第一组仅1例，生存期为16.0个月，第二组10例，中位生存期为8.75个月，第三组6例，中位生存期为12.25个月。因病例数较少，三者之间无法进行统计学分析。将t（9;11）患者同样分组，BRE高表达而EVI1低表达组6例，BRE低表达而EVI1高表达组5例，未见BRE及EVI1均低表达患者。前者中位生存期11.0个月，后者为4.5个月。

![EVI1基因表达对急性白血病患者生存的影响（*P*=0.049）](cjh-38-01-022-g002){#figure2}

讨论 {#s3}
====

MLL基因重排急性白血病患者常规治疗效果差，预后不佳，因此MLL基因重排是影响该类患者长期生存的独立的因素之一。AML中最常见的异常为t（9;11）、t（6;11）、t（11;19）、t（10;11），ALL中最常见的为t（4;11）。越来越多的研究发现，伴有不同甚至相同MLL融合基因的急性白血病，其临床特征也有一定的异质性，表明该类白血病在具有一定的共同特征基础上，又具有一定的生物学背景差异。

EVI1基因位于人类染色体3q26.2，研究发现8%\~10%成人AML有EVI1基因高表达，其中20%为11q23/MLL重排急性白血病。EVI1基因高表达预后不良，被认为是独立的预后不良指标[@b7]。Bindels等[@b4]报道，43%的11q23/MLL重排AML有EVI1基因高表达，且EVI1高表达与MLL对手基因无特异相关性。他们将MLL重排急性白血病分成EVI1高表达组和低表达组，前者预后不良，可发生于多种FAB亚型，后者较为良好，常为M~4~/M~5~亚型。Gröschel等[@b8]研究显示EVI1高表达发生于45.8%的11q23/MLL重排AML，其中t（6;11）AML中发生率为83.9%，t（9;11）AML中为40%，其他易位AML中为34.8%，并认为EVI1低表达且核型为t（9;11）者M~5~多见，初诊时白细胞计数较低，EVI1高表达组5年生存期明显低于低表达组。

本组47例急性白血病患者均伴有11q23易位，经FISH证实均为MLL重排阳性。其中39例为AML，8例为ALL。18例为EVI1基因高表达，其中17例为AML，1例为ALL。因此EVI1高表达在11q23/MLL重排AML中发生率为43.6%，尽管t（6;11）组和t（9;11）组EVI1表达水平较之正常对照组均有显著增高，且差异有统计学意义，但EVI1基因表达水平在t（6;11）和t（9;11）两组间差异无统计学意义（58.8%对45.4%）。在EVI1高表达AML中，12例（70.59%）为M~4~/M~5~，而在EVI1低表达AML中，16例（72.73%）为M~4~/M~5~，后者略高于前者，差异无统计学意义。本组病例中t（9;11）AML共11例，其中EVI1低表达者6例，5例（83.33%）为M~5~，中位白细胞计数为14.28×10^9^/L，而EVI1高表达者5例，3例（60.0%）为M~5~，中位白细胞计数为46.14×10^9^/L。尽管病例数较少，但似乎与Gröschel等[@b8]报道一致。EVI1高表达主要见于AML，目前尚未见ALL中EVI1基因高表达的报道，本组8例ALL中1例伴有t（4;11）者为EVI1高表达，因病例数少，故EVI1高表达ALL患者的临床特征尚不清楚。

BRE基因编码DNA损伤修复酶复合物中的亚单位。对11q23/MLL重排急性白血病的基因表达谱研究发现，t（9;11）急性白血病与BRE基因高表达相关。Noordermeer等[@b9]研究报道，AML中BRE基因高表达发生率为3%左右，且绝大多数发生于11q23/MLL重排AML[@b10]，尤以t（9;11）异常多见，尚可见于t（10;11）等其他异常，并经统计学分析发现，t（9;11）AML预后良好并不是与易位本身有关，而是与BRE基因高表达有关，BRE高表达t（9;11）AML患者5年生存率明显高于低表达患者（80%对0），因此认为BRE基因高表达为独立的预后良好指标，并建议将BRE基因高表达AML单独列为一种新的亚型。Balgobind等[@b5]在53例11q23/MLL重排AML中发现19例（35.85%）BRE基因高表达，其中17例（89.47%）为M~5~，2例为M~4~。另外，53例AML中，21例为t（9;11）异常，其中15例（71.43%）为BRE基因高表达。因此认为BRE基因高表达与M~5~及t（9;11）相关。另外，研究者未能在11q23/MLL重排ALL中发现BRE基因高表达，由此推测BRE基因高表达在AML的发生、发展中起着重要作用。

本组39例AML中，12例（30.8%）为BRE高表达，其中9例（75.0%）为M~5~。同时，39例AML中11例为t（9;11）异常，其中6例（54.6%）为BRE高表达。尽管本组病例数较少，且发生率略低于文献报道，但总体结果一致，即BRE高表达多见于M~5~和t（9;11）异常。与文献不同的是本组中有3例ALL为BRE基因高表达，且均为t（4;11）异常，因病例数少，其意义尚不明确。

本组中35例死亡，12例存活，中位生存期为10个月。死亡病例中，4例行allo-HSCT。存活的12例中8例患者行allo-HSCT，仅4例行常规化疗。在EVI1高表达组中仅4例存活，均行allo-HSCT，低表达组中8例存活，其中4例行allo-HSCT。BRE高表达组中5例存活，仅1例行allo-HSCT，低表达组中7例存活，均行allo-HSCT。经生存分析发现，EVI1高表达为预后不良因子。统计学分析未能发现BRE高表达与预后良好相关性。对本组病例包括EVI1、BRE基因表达，是否移植等在内的多因素分析发现，除了再次确定EVI1高表达为预后不良因子外，是否移植也为与预后相关的因子，即移植患者预后好于未移植患者，仍未发现BRE高表达与预后良好有关。从本组病例可以看出，allo-HSCT是该类患者获得良好疗效的有效治疗手段。另外，本组病例中t（9;11）组未能体现出较其他类型组更好的预后，可能与本组中行移植病例较少有关。

Noordermeer等[@b10]报道，在BRE高表达t（9;11）患者中未见EVI1高表达，并认为可以将t（9;11）急性白血病分为更精细的三组，即BRE高表达且EVI1低表达组，该组患者预后良好；BRE低表达且EVI1高表达组，该组患者预后不良；BRE和EVI1均低表达组，该组因病例数较少，预后意义不明。Balgobind等[@b5]同样发现两种基因表达呈负相关性。我们也对两种基因表达的相关性进行了研究。本组病例中同样未发现EVI1和BRE均高表达病例，可能表明两种基因表达一定程度上互相排斥，但相关性检验未发现显著性负相关。将患者分成与文献一致的三组，但三组之间预后差异无统计学意义。

11例t（9;11）病例组仅见BRE高表达而EVI1低表达和BRE低表达而EVI1高表达两种情况，未见均低表达病例，前组预后好于后组，且差异有统计学意义，与文献报道一致。

目前关于11q23/MLL重排ALL的EVI1及BRE基因表达研究甚少，本组8例ALL中7例为t（4;11），1例为t（6;11），其中两种基因均低表达者4例，BRE高表达而EVI1低表达者3例，1例为EVI1高表达而BRE低表达。因病例数极少，故两种基因的表达在11q23/MLL重排ALL中是否具有独特的特征和意义尚未可知。
